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(54) Title: NEW DIPEPTIDYL PEPTIDASE IV EFFECTORS 

(54) Bezeichming: NEUE EFFEKTOREN VON DIPEPTIDYLPEPTIDASE IV 



(57) Abstract 



The invention relates to dipeptide compounds or compounds analogous to dipeptide compounds, which are made of an amino acid 
and a thiazolidine or pyrrolidine group, and to their salts. The invention further relates to the use of these compounds in the treatment of 
impaired glucose tolerance, glucosuria, hyperlipidemia, metabolic acidoses, diabetes mellitus, diabetic neuropathy and nephropathy as well 
as secondary diseases of diabetes mellitus in mammals. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Dipeptidverbindungen bzw. zu Dipeptidverbindungen analoge Verbindungen, die aus einer 
Aminosaure und einer Hiiazolidin- oder Pyrrolidingruppe gebildet werden, und deren Sake, und die Verwendung der Verbindungen 
zur Behandlung von beeintrachtigter Glukosetoleranz, Glukosurie, Hyperlipidamie, metabolischen Azidosen, Diabetes mellitus, diabetischer 
Neuropathie und Nephropathie sowie von durch Diabetes mellitus verursachten Folgeerkrankungen von Saugem. 
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NEUE EFFEKTOREN VON DIPEPTIDYLPEPTIDASE IV 

Die vorliegende Erfindung betrifft Dipeptidverbindungen bzw. 
zu Dipeptidverbindungen analoge Verbindungen, die aus einer 
Aminosaure und einer Thiazolidin- oder Pyrrolidingruppe gebil- 
det werden, und deren Salze, im weiteren Dipeptidverbindungen 
genannt, und die Verwendung der Verbindungen zur Behandlung 
von beeintrachtigter Glukosetoleranz, Glukosurie, Hyper lipida- 
mie, metabolischen Azidosen, Diabetes mellitus, diabetischer 
Neuropathie und Nephropathie sowie von durch Diabetes mellitus 
verursachten Folgeerkrankungen von Saugern. 

Die Erfindung betrifft also auch ein einfaches Verfahren zur 
Senkung der Blutzuckerkonzentration von Saugern mit Hilfe von 
Dipeptidverbindungen als aktivitatsmindernde Effektoren (Sub- 
straten, Pseudosubstraten, Inhibitoren, Bindungsproteinen, An- 
tikorpern u. a.) fur Enzyme mit vergleichbarer oder identi- 
scher Aktivitat zur enzymatischen Aktivitat des Enzyms Dipep- 
tidyl Peptidase IV. 

DP IV- bzw. DP IV-analoge Aktivitat (z. B. besitzt die cytoso- 
lische DP II eine der DP IV nahezu identische Substratspezif i- 
tat) kommt im Blutkreislauf vor, wo sie hochspezif isch Di- 
peptide vom N-Terminus biologisch aktiver Peptide abspaltet, 
wenn Prolin oder Alanin die benachbarten Reste der N- 
terminalen Aminosaure in deren Sequenz darstellen. 

Die Glukose-abhangigen insulinotropen Polypeptide: Gastric In- 
hibitory Polypeptide 1-2 (GIP,^ 2 ) und Glucagon-Like Peptide 
Amide-1 7-36 (GLP-l 7 .j 6 ), also Hormone, die die Glukose- 
induzierte Insulinsekretion des Pankreas stimulieren (auch In- 
cretine genannt), sind Substrate der DP IV, da diese von den 
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H-tenzinalen Seguenzen dieser Peptide die Dipeptide Tyrosinyl- 
Manin bzw. Histidyl-Alanin in vitro und in vivo abspaXten 
kann . 

Die Reduction derartiger DP IV- bzw. DP IV-analo,er EnzyaKti- 
vitat zur Spaltung solcher Substrate in vivo Kann daze dienen, 
unerwunschte Enzymaktivitat enter L aborbedingungen wie auch 
b ei pathdogischen zuztanden von sauger-organis.en wirHsa- zu 
unterdrtcfcen. <.B. baziert Diabetes mill** Ty P II (aueh M- 

t ersdiabetes> auf einer verninderten insulinseKretion bzw. 

Stbrungen in der Hezeptorfunztion, die u.a. in proteolytrsch 

bedingten Konzentrationsanomalien der Inoretine begrundet 

sind. 

Hypergly^ie and damit verbundene urzachen bzw. Polgeerzchei- 
nungen (auch Diabetez .eilituz, werden each gegenwartige- 
Stand der Teohniz dureh die verabreichung von Insulin (z.B. 
von aus ainderpanKreas isolierte* Oder auch gentechnisch ge- 
wonnenen. Materia!, an erzranzte organise in verschiedenen 
oarreichungsforrcen behandelt. MU bisher bezannten. wie auch 
m odernere ver£abren. zeichnen zich durch hohen Haterialauf- 
wa „d, hohe Kosten und oft durch entscheidende Beeintrachtrgun- 
g e„ der bebensgualitat der Patienten auz. Die klassische Me- 
thods (tagliche i.v. Insulin-Injehtion, ublich zeit den drer 
Biger Jahren, behandelt die azuten KranXheitssymptcHne. fuhrt 
aber nach langerer Anwendung u. a. zu schweren Ge^verSnde- 
rungen (Mteriosklerose) und Hervenschadigungen . 

xeuerdings wird die Installation subKutaner Depot-I-plantate 
( die insulinabgabe erfolgt dosiert, und die taglichen In 3 e*- 
tionen entrallen, sowie die plantation (Transplantatron, in- 
teger Langerhanzscher zellen in die fnnztionsgestorte Pan- 
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kreasdruse oder andere Organe und Gewebe vorgeschlagen. Derar- 
tige Transplantationen sind technisch aufwendig. Weiterhin 
stellen sie einen risikobehafteten chirurgischen Eingriff in 
den Empf angerorganismus dar und verlangen auch bei Zellver- 
pflanzungen nach Methoden zur Suppression bzw. der Umgehung 
des Immunsystems . 

Die Verwendung von Alanyl-Pyrrolidid und Isoleucyl-Thiazolidid 
als Inhibitoren von DP IV bzw. von zu DP IV analoger Enzymak- 
tivitat ist bereits aus der PCT/DE 97/00820 und die Verwendung 
von Isoleucyl-Pyrrolidid und Isoleucyl-Thiazolidid- 
Hydrochlorid bereits aus der DD 296 075 bekannt. Bei dem in 
diesem Stand der Technik eingesetzten Isoleucyl-Thiazolidid 
handelt es sich um natiirliches, also L-threo-lsoleucyl- 
Thiazolidid: Zum Prioritatsdatum und noch am Anmeldetag der 
beiden Druckschrif ten stand nur diese, die naturliche Form von 
Isoleucyl-Thiazolidid zur Verfugung. 

Es ist festgestellt worden, dafl diese Verbindungen, insbeson- 
dere L-threo-lsoleucyl-Thiazolidid, gute Effektoren fur DP IV 
und DP IV analoge Enzymaktivitaten sind* Bei der Verwendung 
dieser Verbindung konnen bei einigen Patienten bzw. Krank- 
heitsformen jedoch gewisse Probleme auftreten: 

Je nach Symptomen und Schwere z.B. von Diabetes mellitus, ware 
es z.B. wunschenswert, Effektoren zur Verfligung zu haben, die 
eine andere Wirkung als die bekannten Verbindungen aufweisen: 
So ist bekannt, dafi Diabetes-mellitus-Patienten individuell 
"eingestellt" werden mussen, um eine optimale Behandlung ihrer 
Krankheit zu ermoglichen. So sollte bei einigen Fallen z.B. 
eine verringerte Aktivitat von DP IV Effektoren ausreichen. 
Auch konnte eine zu hohe Inhibitor Aktivitat und die permanen- 
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t. Varabreichung dasselban «adikamanbs insbasondera wegan dar 
Xabenslangan Dauar der Bahandlung unerwunschba „ebenwirkungan 
2 „r PoXga haben. veiber kSnnta as auch „unschen»erb sarn. ga- 
„issa Iransportaigenschafban zur Erbdbung der Pesorpbionsge- 
schwindigkeit dar Effekboren in vivo zu verbessern. 

M£ gabe dar Erfindung ist es dahar, nana (insbesondere akbivi- 
tatsm indernde, Effekboren zur Behandlung von .... beeinbraeh- 
tig tar Giukosetoieranz. Glukosuria, Byperlipidanie, nebaboir- 
S chan Azidosen, Diabebes B ellibus. diabatischar aeuropabhre 
una »e ph ro P abhie so„ia von dnrcb Diabebes tteUibus verursacn- 
tan Polgeerkrankungen von saugern und ain einfauhes verfabren 
zur Bahandlun, diasar Krankheiben baraitzustallan. 

Di esa Auf gabe „ird erf indungsgercaB durch dia BereibsbeUun, 
von oipaptidvarbindungan bzw. Analoga von Dipaptidan, dre aus 
einer dinosaurs und ainar Tbiazolidin- odar Pyrrolidine 
gebildet werden, und daran Salza geldsb. 

B ei dar - vorzugsweise oraian - varabraichung diasar Effekbo- 
ren an ainan Saugarorgania.ua wardan dia andoganan (odar zu- 
s.bzlich axogan verabreichben) inaulinotropan Pepbide GXP 
und GLP- (o-a. **-K. odar daran Anaioga, durch DP IV- 
oder DP iv-ahnXicne Enzyme veruindert abgabaub und d»t d» 
Konzanrrabionaabna^a diasar Pepbidbor^one bzw. - - 

verringerb bz„. varzagart. Dar Erfindung liagb aiso dar Be und 
2 ugrunde, dan aina Pedukbion dar i. Biubkra iaiau f agrere 
DP xv- odar DP IV-ahnlichen enzymabischen Aktivzbab zur Beezn 
nussung das Blubzuokarapiagals fUhrt. Ba wurda gefunden, daB 

l dia Verrcinderung von DP IV- bzw. DP IV-analoger Akti- 
vibab zu ralativar sbabilibabserhBhun, der Giukosa- 
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stimulierten, oder extern zugefuhrten Incretine (oder deren 
Analoga) ftihrt, d.h. durch Applikation von Effektoren der DP 
IV bzw. DP IV-anloger Proteine der Incretin-Abbau im Blut kon- 
trolliert werden kann; 

2. die erhohte biologische Abbaustabilitat der Incretine 
(oder ihrer Analoga) eine Wirkungsveranderung endogenen insu- 
lins zur Folge hat; 

3. die durch Reduktion der DP IV- bzw. DP iv-analogen en- 
zymatischen Aktivitat im Blut erzielte Stabilitatserhohung der 
Incretine in einer nachfolgenden Veranderung der Glukose- 
induzierten Insulinwirkung resultiert und damit zu einer mit- 
tels DP IV-Ef fektoren kontrollierbaren Modulierung des Blut- 
Glukosespiegels fiihrt. 

Insbesondere sind dazu erf indungsgemaB Dipeptidverbindungen 
geeignet, bei denen die Aminosaure aus einer natiirlichen Ami- 
nosaure, wie z.B. Leucin, Valin, Glutamin, Prolin, Isoleucin, 
Asparagin oder Asparaginsaure , ausgewahlt wird. 

Die moglichst orale Applikation der erf indungsgemaflen hochaf- 
finen, niedermolekularen Enzyminhibitoren ist eine kostengiin- 
stigere Alternative z.B. zu invasiven chirurgischen Techniken 
bei der Behandlung pathologischer Erscheinungen. Durch chemi- 
sches Design von Stabilitats-, Transport- und Clearance- 
Eigenschaften kann deren Wirkungsweise modifiziert und auf in- 
dividuelle Eigenschaften abgestinunt werden. 

Wie vorstehend erwahnt, kann es z.B. bei der Dauerbehandlung 
von Diabetes mellitus erforderlich sein, Effektoren mit einer 
definierten Aktivitat zur Verfugung zu stellen, mit denen in- 
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dividuelle Bediirfnisse von Patienten erfullt bzw. Symptome be- 
handelt werden konnen. Die erf indungsgemaBen Dipeptidverbin- 
dungen weisen daher bei einer Konzentration (der Dipeptidver- 
bindungen) von 10 „M, insbesondere bei den in Tabelle 1 ange- 
gebenen Bedingungen, eine Aktivifatsminderung von Dipeptidyl 
Peptidase IV bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitaten von min- 
destens 10, bevorzugt von mindestens 40 % auf . Haufig ist auch 
eine Aktivitatsminderung von mindestens 60 % bzw. mindestens 
70 % erforderlich. Bevorzugte Effektoren konnen auch eine Ak- 
tivitatsminderung von maximal 20 % bzw. 30 % aufweisen. Wei- 
terhin sind die Transporteigenschaf ten der vorliegenden ver- 
bindungen, insbesondere durch den Peptidtransporter Pep Tl 
deutlich verbessert. 

Besonders bevorzugte Dipeptidverbindungen sind L-allo- 
isoleucyl-Thiazolidid und seine Salze. Diese verbindungen wer- 
sen im Verhaltnis zu L-threo-lsoleucyl-Thiazolidid bei in etwa 
gleichgrofler Wirkung bezuglich der Glukosemodulation uberra- 
schenderweise einen ca. funffach besseren Transport durch den 
peptidtransporter Pep Tl auf. 

weitere bevorzugte Verbindungen werden in Tabelle 1 angegeben. 

Die Salze der erf indungsgemaBen Dipeptidverbindungen konnen 
Z .B. organische Salze wie Acetate, Succinate, Tartrate oder 
Fumarate oder anorganische Saurereste wie Phosphate oder Sul- 
fate sein. Besonders bevorzugt werden die Fumarate, die eine 
hervorragende Wirkung bei einer uberraschend hohen Stabilitat 
gegenuber Hydrolyse aufweisen und wesentlich weniger loslxch 
sind als die Hydrochloride. Diese Eigenschaf ten sind auch bei 
der Galenik von Vorteil. 
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Ferner werden L-threo Isoleucyl Pyrrolidid und seine Salze, 
insbesondere die Fumarsalze, und L-allo Isoleucyl Pyrrolidid 
und seine Salze, insbesondere die Fumarsalze, bevorzugt. 

Die Salze der Dipeptidverbindungen konnen in einem molaren 
Verhaltnis von Dipeptid(analogon)komponente zu Salzkomponente 
von 1 : 1 oder 2 : 1 vorliegen. Ein derartiges Salz ist z.B. 
(Ile-Thia), Fumarsaure. 

Besonders bevorzugte Salze sind die Fumarsalze von L-threo- 
isoleucyl Thiazolidid und L-allo-Isoleucyl Thiazolidid. 

Die Erfindung betrifft somit Effektoren der Dipeptidyl Pepti- 
dase IV (DP IV)- bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat und deren 
Verwendung zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter die fiir 
Hyperglykamie charakteristische Glukosekonzentration im Serum 
eines Sauger-Organismus. Insbesondere betrifft die Erfindung 
die Verwendung der erf indungsgemaBen Effektoren der DP IV- 
bzw. der DP iv-analogen Enzymaktivitat zur Verhinderung oder 
Milderung pathologischer Stof fwechsel-Anomalien von Sauger- 
Organismen wie z.B. beeintrachtigte Glukosetoleranz, Glukosu- 
rie, Hyper lipidamie, metabolischen Azidosen, Diabetes melli- 
tus, diabetischer Neuropathie und Nephropathie sowie von durch 
Diabetes mellitus verursachten Folgeerkrankungen von Saugern. 
In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform betrifft die Er- 
findung ein verfahren zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter 
die fur Hyperglykamie charakteristische Glukosekonzentration 
im Serum eines Sauger-Organismus, das dadurch gekennzeichnet 
ist, dafl man einem Sauger-Organismus eine therapeutisch wirk- 
same Menge mindestens eines erf indungsgemaflen Effektors der DP 
IV- bzw. der DP IV-analogen Enzymaktivitat verabreicht. 
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in einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm betrifft die Er- 
findung pharmazeutische Zusammensetzungen, also Medikamente, 
die mindestens eine erf indungsgemaBe Verbindung oder deren 
Salze gegebenenfalls in Kombination It einem oder mehreren 
pharmazeutisch akzeptablen Tragern und/oder Losungsmitteln 
enthalten. 

Die pharmazeutischen Zusammensetzungen konnen z.B. als paren- 
teral oder enterale Formulierungen vorliegen und entsprechen- 
de Trager enthalten bzw. sie konnen als orale Formulierungen 
vorliegen, die entsprechende zur oralen Verabreichung geeigne- 
te Trager enthalten konnen. Vorzugsweise liegen sie als orale 
Formulierungen vor. 

Zusatzlich konnen die pharmazeutischen zusammensetzungen einen 
oder mehrere hypoglykamisch wirkende Wirkstoffe enthalten, d« 
an sich bekannte Wirkstoffe sein konnen. 

Die erfindungsgemafien Effektoren der DP IV bzw. der DP IV- 
analogen Enzymaktivitat konnen zur Senkung des Blutzucker- 
Spiegels unter die fur Hyperglykaemie charakteristische Gluko- 
se-Konzentration im Serum eines Sauger-Organismus bzw. zur 
Herstellung eines entsprechenden Medikaments verwendet werden. 

Die erfindungsgemai3 applizierten Effektoren der DP IV- bzw. DP 
iv-analoger Enzyme konnen in pharmazeutisch anwendbaren Formu- 
lierungen oder Formulierungskomplexen als Inhibitoren, Sub- 
strate, Pseudosubstrate, Inhibitoren der DP IV-Expression, 
Bindungsproteine oder Antikbrper dieser Enzymproteine oder 
Kombinationen aus diesen verschiedenen Stoffen, die DP IV- 
bzw. DP IV-analoge Proteinkonzentration im saugerorganismus 
reduzieren, zum Einsatz kommen. Erf indungsgemaAe Effektoren 
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sind z.B. DP IV-Inhibitoren wie die Dipeptidderivate bzw. Di- 
peptidmimetika L-allo-lsoleucyl-Thiazolidid und die in Tabelle 
1 angegebenen Effektoren und deren Fumarsalze. Die erfindungs- 
gemafien Effektoren ermoglichen eine individuell einstellbare 
Behandlung von Patienten bzw. Krankheiten, wobei insbesondere 
individuell auftretende Unvertraglichkeiten, Allergien und Ne- 
benwirkungen vermieden werden konnen. 



Auch weisen die Verbindungen unterschiedliche zeitliche Ver- 
laufe der Wirksamkeit auf . Dadurch wird dem behandelnden Arzt 
die Moglichkeit in die Hand gegeben, dif f erenziert auf die in- 
dividuelle Situation eines Patienten zu reagieren: Einerseits 
kann er die Geschwindigkeit des Eintritts der Wirkung und an- 
dererseits die Dauer der Wirkung und insbesondere die Starke 
der Wirkung genau einstellen. 

Das erfindungsgemafle verfahren stellt eine neuartige Herange- 
hensweise zur Senkung erhohter Blutglukosekonzentration im Se- 
rum von Saugern dar. Es ist einfach, kommerziell nutzbar und 
zur Anwendung bei der Therapie, insbesondere von Erkrankungen, 
die auf iiberdurchschnittlichen Blutglukosewerten basieren, bei 
Saugern und insbesondere in der Humanmedizin geeignet. 

Die Effektoren werden z.B. in Form von pharmazeutischen Prapa- 
raten verabreicht, die den Wirkstoff in Kombination mit ubli- 
chen aus dem Stand der Technik bekannten Tragermaterialien 
enthalten. Beispielsweise werden sie parenteral (z.B. i.v. , in 
physiologischer Kochsalzlosung) oder enteral (z.B. oral, for- 
muliert mit viblichen Tragermaterialien wie z. B. Glukose) 
appliziert . 
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in Abhangigkeit von ihrer endogenen Stabilitat und ihrer Bio- 
verfugbarkeit miissen pro Tag einfache oder auch mehrfache Ga- 
ben der Effektoren erfolgen, um die erwiinschte Kormalisierung 
der Blutglukosewerte zu erreichen. Z.B. kann ein solcher Do- 
sisbereich beim Menschen in, Bereich von 0.01 mg bis 30.0 mg 
pro Tag, vorzugsweise ira Bereich von 0.01 bis 10 mg Effektor- 
substanz pro Kilogramm Korpergewicht liegen. 

Es wurde gefunden, da* durch Verabreichung von Effektoren der 
Dipeptidyl Peptidase IV bzw. DP iv-analoger Enzymaktivitaten 
i. Blut eines Saugers, durch deren damit verbundene, temporare 
Aktivitatsreduktion, in kausaler Folge die endogenen (oder zu- 
satzlich exogen verabreichten) insulinotropen Peptide Gastrxc 
inhibitory Polypeptide 1-42 (GIP„„) und Glucagon-Like Peptxde 
Mude-1 7-36 (GLP-1,. 36 ) (o... GLP-1 7 _„ oder deren Analoga) durch 
DP iv- und DP iv-ahnliche Enzyme vermindert abgebaut werden 
und damit die Konzentrationsabnahme dieser Peptidhormone bzw. 
ihrer Analoga verringert bzw. verzogert werden. Die durch dxe 
W irkung von DP iV-Ef f ektoren erzielte, erhShte Stabilitat der 
(endogen vorhandenen oder exogen zugefuhrten) Incretine oder 
ihrer Analoga, die damit vermehrt fur die insulinotrope Stimu- 
lierung der incretin-Rezeptoren der Langerhansschen Zellen xm 
Pankreas zur Verfugung stehen, verandert u.a. die Wirksamkext 
von korpereigenem Insulin, was eine Stimulierung des Kohlehy- 
dratstoffwechsels des behandelten Organismus nach sich zxeht. 

Als Resultat sinkt der Blutzuckerspiegel unter die fur Hyper- 
glykamie charakteristische Glukosekonzentration im Serum des 
behandelten Organismus. Damit konnen stof fwechselanomalien wxe 
beeintrachtigte Glukosetoleranz, Glukosurie, Hyper lipidamxe 
sowie mogliche schwere metabolische Azidosen und Diabetes mel- 
litus, Krankheitsbilder die Folge einer uber einen ISngeren 
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zeitraum erhohten Glukosekonzentrationen im Blut sind, verhin- 
dert bzw. gemildert werden. 

In der Reihe der aus dem Stand der Technik bekannten, oral 
wirksamen Antidiabetika ist bisher eine derartig wirksame, 
niedermolekulare Substanzklasse (mit Ausnahme des Biguanides 
Metformin: Molekulargewicht 130) nicht bekannt. Die Molekular- 
gewichte der Aminoacyl Thiazolidide bewegen sich zwischen 146 
(Glycyl Thiazolidid) , 203 (Isoleucyl Thiazolidid) und 275 
(Tryptophanoyl Thiazolidid). Im Vergleich bewegen sich die Mo- 
lekulargewichte der Sulphonylharnstof f e (Glibenclamid: 494), 
der Saccharide (Acarbose: 630) sowie der Thiazolidindione 
(Pioglitazon: 586) im Bereich urn 500 bis 700 Da, Physiologisch 
werden Aminoacyl Thiazolidide durch Aminopeptidasen sowie 
durch saure Hydrolyse in korpereigene Substanzen, wie Ami- 
nosauren und Cysteamin, hydrolysiert , so daJ3 die Verwendung 
der erfindungsgemafien Verbindungen als oral verfiigbare Anti- 
diabetika eine Bereicherung der Pharmazie darstellt. 

Bei Ratten und Mausen ist experimentell induzierte Hyperglyka- 
mie durch orale Verabreichung mit den erf indungsgemafl verwen- 
deten Verbindungen Iiberdurchschnittlich gut behandelbar (Ta- 
bellen 2 und 3). Die Verabreichung des 500- bis 1000-fachen 
der wirksamen Dosis fuhrte zu keiner nachweisbaren pathologi- 
schen Veranderung wahrend drei-wochiger toxikologischer Expe- 
rimente an Ratten und Mausen. 
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Die vorteilhafte Wirkung von erf indungsgemaBen verbindungen 
auf DP IV ist in Tabelle 1 beispielhaft belegt: 

Tabelle 1: Wirkung verschiedener Effektoren auf die durch Di 
peptidyl Peptidase IV katalysierte Hydrolyse von 
0f 4 mM des Substrates H-Gly-Pro-pNA bei 30°C, pH 
7,6 und einer Ionenstarke von 0,125. 

| Effektor " 



I Metformin 



Glibenclamid 



I Acarbose 



Effektoraffinitat zu 
DPlV:Kj [nM] 



» 1.000.000 



» 1.000.000 



H-Asn-Pyrrolidid 
H-Asn-Thiazolidid 



H-Asp-Pyrrolidid 



H-Asp-Thiazolidid 
H-Asp(NHOH)-Pyrrolidid" 



H-Asp(NHOH)-Thiazolidid 



H-Glu-Pyrrolidid 



H-Glu-Thiazolidid 



» 1.000.000 
12.000 
3500 



% Restaktivitat der DP IV in 
Gegcnwart von 10 \M Effektor 



14.000 



2.900 



13.000 



8.800 



2.200 



H-Glu(NHOH)-Pyrrolidid 



610 



2.800 



H-Glu(NHOH)-Thiazolidid 



H-His-Pyrrolidid 



|H-His-Thiazolidid 
H-Pro-Pvrrolidid 



H-Pro-Thiazolidid 



H-Val-Pyrrolidid 



H-Val-Thiazolidid 



1.700 



3.500 



1 .800 



4.100 



1.200 




270 



100 



100 



81,6 



45,6 



88,2 
"545" 



385 



25,0 



44,9 



36,5 



49,7 



35,2 



50,2 



27,2 
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Es ist bekannt, daB Aminoacyl Pyrrolidide und Aminoacyl Thia- 
zolidide durch die in den Mucosazellen des Diinndarms, im Serum 
und in Leberzellen vorhandenen Enzyme Prolin Aminopeptidase 
und Prolidase abgebaut werden konnen und der Thiazolidinring 
zur Offnung in Gegenwart von Sauren (beispielsweise im Magen) 
unter Bildung des adaquaten Cysteamin-Derivates neigt [vgl. US 
458407]. Es war daher iiberraschend, eine dosisabhangige Wirk- 
samkeit der Wirkstoffe nach per oraler Verabreichung zu fin- 
den. Die Dosisabhangigkeit der Wirkung von L-allo-Ile- 
Thiazolidid auf die Serum-DP IV Aktivitat nach oraler Applika- 
tion von L-allo-Isoleucyl Thiazolidid an gesunden Wistarratten 
ist mit folgender Tabelle belegt: 

Tabelle 2: Restaktivitat der DP IV im Serum gegenliber 0,4 inM 
des Substrates H-Gly-Pro-pNA bei 30°C, pH 7,6 und 
einer Ionenstarke von 0,125, nach oraler Gabe und 
in Abhangigkeit von der Dosis L-allo-Isoleucyl 
Thiazolidid, bestimmt 30 min nach Applikation des 
Inhibitors. 



Dosis pro Versuchstier 


Restaktivitat der DP IV in % 


0 mg 


100 


2,5 mg 


52 


5,0 mg 


40 


10 mg 


28 


20 mg 


29 



Ausgesprochen Iiberraschend und wiinschenswert ist die im diabe- 
tischen Tiermodell erzielte Glukose-reduzierende Wirkung des 
erf indungsgemafien Wirkstoffs L-allo-Isoleucyl Thiazolidid nach 
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seiner oralen verabreichung bei zeitgleicher oraler Glukose- 
Stimulierung (Tabelle 3). 

zur Verstarkung der blutzuckersenkenden Wirkung verschiedener 
Antidiabetika werden haufig Kombinationen verschiedener oral 
wirksamer Antidiabetika eingesetzt. Da sich die antihypergly- 
kamische Wirkung der ef indungsgemaJJen Effektoren unabhangig 
von anderen bekannten oral applizierbaren Antidiabetika ent- 
faltet, eignen sich die erf indungsgemafien Wirkstoffe analog in 
entsprechender galenischer Form, zur Erzielung des gewlinschten 
normoglykamischen Effektes, zum Einsatz bei Kombinationsthera- 
pien. 

Somit konnen die erf indungsgemafl verwendeten Verbindungen in 
an sich bekannter Weise in die ublichen Formulierungen uber- 
fuhrt werden, wie z. B. Tabletten, Kapseln, Dragees, Pillen, 
Suppositorien, Granulate, Aerosole, Sirupe, flussige, feste 
und cremeartige Emulsionen und Suspensionen und Losungen unter 
Verwendung inerter, untoxischer, pharmazeutisch geeigneter 
Trager- und zusatzstoffe oder Losungsmittel . Hierbei liegen 
die therapeutisch wirksamen Verbindungen jeweils vorzugsweise 
in einer Konzentration von etwa 0.1 bis 80, vorzugsweise von 1 
bis 50 Masseprozent der Gesamtmischung vor, d.h. in Mengen, 
die ausreichend sind, um den angegebenen Dosierungsspielraum 
zu erreichen. 



Tabelle 3: 



Reduktion der zirkulierenden Blutglukose innerhalb 
60 min nach oraler Verabreichung von 20 uM L-allo- 
Ile-Thiazolidid an Ratten verschiedener Tiermodel- 
le bei zeitgleichem Glukosetoleranztest (Angaben 
in % bezogen auf normoglykamische Werte). 



WO 99/61431 



15 



PCT/EP99/03712 



Tiermodell 


Glukosekonzentration in % 
Kontrolle 


Glukosekonzentration in % L- 
allo-Ile-Thiazolidid behandelt 


Wistarratte, normal 


100 


82 


Wistarratte (Diabetes 2b - 
Model, click) 


100 


73 



Die gute Resorption der erf indungsgemafl verwendeten Verbindun- 
gen durch Schleimhaute des gastrointestinalen Traktes erraog- 
licht die Anwendung von vielen galenischen Zubereitungen: 

Die Substanzen konnen als Medikament in Form von Dragees, Kap- 
seln, BeiBkapseln, Tabletten, Tropfen, Sirup, aber auch als 
Zapfchen oder als Nasensprays angewendet werden. 

Die Formulierungen werden beispielsweise hergestellt durch 
Strecken des Wirkstoffs mit Losungsmitteln und/oder Trager- 
stoffen, gegebenenfalls unter Verwendung von Emulgatoren 
und/oder Dispergiermitteln, wobei z. B. im Fall des Einsatzes 
von Wasser als Verdunnungsmittel gegebenenfalls organische L6- 
sungsmittel als Hilf slosungsmittel verwendet werden konnen. 

Als Hilfsstoffe seien beispielhaft aufgefuhrt: Wasser, un- 
toxische organische Losungsmittel, wie Paraffine (z. B. Erdol- 
fraktionen), pflanzliche Ole (z. B. Rapsol, Erdnufiol, Sesam- 
61), Alkohole (z.B. Ethylalkohol, Glycerin), Glykole (z.B. 
Propylenglykol, Polyetylenglykol) ? feste Tragerstof f e, wie z. 
B. naturliche Gesteinsmehle (z. B. hochdisperse Kieselsaure, 
Silikate), Zucker (z.B. Ron-, Milch- und Traubenzucker) ; Emul- 
giermittel, wie nichtionogene und anionische Emulgatoren (z. 
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B. Polyoxyethylen-Fettsaure-Ester, Polyoxyethylen-Fettalkohol- 
Ether, Alkylsulfonate und Arylsulf onate) , Dispergiermittel 
(z.B. Lignin, Sulf itablaugen, Methylcellulose, Starke und Po- 
ly vinylpyrrolidon) und Gleitmittel (z.B. Magnesiumstearat, 
Talkum, Stearinsaure und Natriumlaurylsulf at) und gegebenen- 
falls Aromastoffe. 

Die Applikation erfolgt in ublicher weise, vorzugsweise ente- 
ral oder parenteral, insbesondere oral, im Falle der enteralen 
Anwendung konnen Tabletten aufler den genannten Tragerstof f en 
weitere Zusatze wie Natriumcitrat , Calciumcarbonat und Calci- 
umphosphat, zusammen mit verschiedenen zuschlagsstof f en, wie 
Starke, vorzugsweise Kartof f elstarke, Gelatine und dergleichen 
enthalten. Weiterhin konnen Gleitmittel, wie Magnesiumstearat, 
Natriumlaurylsulfat und Talkum zum Tablettieren mitverwendet 
werden. Im Falle waBriger Suspensionen und/oder Elixieren, die 
fttr orale Anwendungen gedacht sind, konnen die Wirkstoffe au- 
J3er mit den oben genannten Hilfsstoffen zusatzlich mit ver- 
schiedenen Geschmacksaufbesserern oder Farbstoffen versetzt 
werden . 

Bei einer parenteralen Anwendung konnen Losungen der Wirk- 
stoffe unter Verwendung geeigneter flussiger Tragermaterialien 
eingesetzt werden. Im allgemeinen hat es sich als vorteilhaf t 
erwiesen, bei intravenoser Applikation Mengen von etwa 0,01 
bis 2,0 mg/kg, vorzugsweise etwa 0,01 bis 1,0 mg/kg Korperge- 
wicht pro Tag zur Erreichung wirksamer Ergebnisse zu verab- 
reichen, und bei enteraler Applikation betragt die Dosierung 
etwa 0,01 bis 2 mg/kg, vorzugsweise etwa 0,01 bis 1 mg/kg Kor- 
pergewicht pro Tag- 
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Trotzdem kann es gegebenenf alls erf orderlich sein, von den ge- 
nannten Mengen abzuweichen, und zwar in Abhangigkeit vom Kor- 
pergewicht des Versuchstieres oder Patienten bzw. der Art des 
Applikationsweges, aber auch aufgrund der Tierart und deren 
individuellem Verhalten gegeniiber dem Medikament bzw. Inter- 
vall, zu welchem die Verabreichung erfolgt. So kann es in ei- 
nigen Fallen ausreichend sein, mit weniger als der vorgenann- 
ten Mindestmenge auszukommen, wahrend in anderen Fallen die 
genannte obere Grenze iiberschritten werden mufl. Im Fall der 
Applikation grofler Mengen kann es empf ehlenswert sein f diese 
in mehrere Einzelgaben uber den Tag zu verteilen. Fur die Ap- 
plikation in der Humanmedizin ist der gleiche Dosierungsspiel- 
raum vorgesehen. SinngemaB gelten hierbei auch die obigen Aus- 
f uhrungen . 



Beispiele fur pharmazeutische Formulierungen 

1. Kapseln mit 100 mg L-allo-Isoleucyl Thiazolidid pro Kap- 
sel: 

Fur ca. 10 000 Kapseln wird eine Losung folgender Zusammenset- 
zung hergestellt: 

L-allo-Isoleucyl Thiazolidid Hydrochlorid l r 0 kg 

Glycerin °' 5 kg 

Polyethylenglykol 3/° k 9 

Wasser ^ — Jsa 

5, 0 kg 
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Die Loeung wird nach an aich beKannter weiae in weichgelatine- 
tapI el» abgefUUt. Die Kapseln aind zua, serbeiBen Oder aun, 
Schlucken geeignet. 

2. Tabletten bzw. lackierte Tabletten oder Dragees rait 100 
mg L-allo-lsoleucyl Thiazolidid: 

Die folgenden Mengen beziehen sich auf Herstellung von 100 000 
Tabletten: 



10,0 kg 
4,35 kg 
4,35 kg 
4,50 kg 
4,50 kg 



L-allo-lsoleucyl Thiazolidid Hydrochlorid, 
fein vermahlen 
Glukose 
Milchzucker 
Starke 

Zellulose, fein vermahlen 

0big e Beatandteile warden geaiecnt und anacnlieBend It einer 
Losung, hergestellt aus 

2 , 0 kg 

Po ly viny lpy r ro 1 idon 

0,1 kg 

Polysorbat 

ca. 5,0 kg 

und Wasser 

veraehen und in an aicn beaannter weiae granuliert, inde, die 
Ie uchte Maaae geraapelt und nacn Zugabe von 0.2 K, «agnearu.- 
stearat getrocanet wird. Die tertige Tablette„»iscbung von 
30,0 kg wird , gewdlbten Tabletten von 300 *g Gewicht verar- 
eeitet. Die Tabletten Xonnen nach an aich beaannter werse lac- 
kiert oder dragiert werden. 
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Die technischen Daten bevorzugter Verbindungen werden nachste- 
hend angegeben. 



IJntersuchungen zu Ile-Thia*Fumarat (Ismnere) und anderen Salzen 



Substanz 




Fp(°C) 


CE (min) 


MS 


[<x]H,0 


L-threo-IT*F 


8*10-* 


150 bse 


160 


203 


-10,7 
(405nm) 


D-threo- 
IT*F 


keine 
Hemmung 


147 


158 


203 


nichl 
beslimmt 


L-allo-IT*F 


2*10 7 


145-6 


154 


203 


-4,58 
(380nm) 


D-allo-IT*F 


keine 
Hemmung 


144-6 


150 


203 


4,5 
(380nm) 



IT*F = Isoleucyl-Thiazolidid Fumarat 

Die NMR und HPLC Daten bestatigen, daB es sich urn die entsprechenden Substanzen han- 
delte 



MeBbedingungen Fur die K r Bestiiuiniing der Substanzen 

Enzym : DPIV Schweinenicre , 0,75mg/ml, 18U/ml (GPpNA) 

in 25mM Tris pH 7,6, 30% Ammoniumsulfat, 0,5mM EDTA, 0,5mM DTE 
Stammloswig: 1:250 verdiinnt in MeBpuffer 

Puffer : 40mM HEPES pH 7,6, 1=0,125 (KCI) 

Substrat : GPpNA*HCl 

Stanvnlosung: 2,1 mM 

MeBgerat : Perkin-Elmer Bio Assay Reader, HTS 7000 Plus, 
T=30°C 
?„= 405 nm 

MeBansatz : 100j.il Puffer 

100|.tl Substrat (3 verschiedeneKonzentrationenO,8mM-0,2mM) 

50nl Wasser/Inhibitor (7 verschiedene Konzentrationen 2,1 jiM - 32,8nM) 

10j.il Enzym 



WO 99/61431 



PCT/EP99/03712 



20 

Puffer, Wasser/lnhibitor und Enzym wurden auf 30°C vortemperiert und die Reaktion durch 
die Zugabe von ebenfalls vortemperiertem Substrat gestartet. 
Es wurden 4fach Bestimmungen durchgefiihrt. 
Die MeBzeit betmg lOmin. 



Schmelzpunktbestimmung 

Schmelzpunkte wurden an einem Koner-Heiztischmikroskop der ^-^"f^^f' 
teZTZ nich, korrigiert, oder an einem DSC-Gerat (bei Heumann-Pharma) beshmmt. 

Optische Rotation 

Die Drehwerte wurden bei unterschiedlichen Wellenlangen an einem „Polarimeter 341" oder 
holier der Fa. Perkin Elmer aufgenommen. 



Melibedingungen fur die Massenspektrometrie 

Die Massenspektren wurden an einem .API 165" bzw. ,A?l 365" der Fa. PE Sciex mittels 
Elektrosprayionisation (ESI) aufgenommen. ttMthp : M die Substanz wird 

Es wird mil einer ungefahren Konzentration von c = 10 ^.^^^^^ 
in MeOH / H,0 50:50, 0,1 % HC0 2 H aufgenommen d.e lnfus.on erf og m,t Spr ^enpump 
(20ul/min).Die Messungen erfolgten im Positivmodus [M+H] , d.e ESI-Spannung oetra & 
U = 5600V. 



Die Salze weisen die folgenden Daten auf: 



lT*Salz ! 


Ki - 


M (gmof) 


Fp (°C) 


Succinat 


5,1 e-8 


522,73 


116 


Tartrat 


8,3 e-8 


352,41 \ 


122 


Fumarat 


83 e-8 


520,71 


156 


Hydrochlorid 


7,2 e-8 


238,77 


169 


Phosphat 


1,3 e-7 


300,32 


105 



Losliclikeitsuntersuchung der Salze des Ile-Thia 

T1e-Thia*Fum 

Einwaage 1055 mg 

entspricht 0,02 mmol (520,72 g/mol) 

Zugabe von 100 pi H : O llcsl 

100 pi keine Losung, optisclr. keinc Oberflachenbenetzung 
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ab 200 |xl sukzessiver Beginn der Loslichkeit 

bei 400i.il ist eine vollstandiges L6sen zu beobachten 

2,63 % 

Bei diesem Salz wurde also festgestellt, daB es kaum benetzbar ist und sich nicht zersetzt. 



Ile-Thia*Succ 
Einvvaage 16,6 mg 

entspricht 0,031 mmol (522,73 g/mol) 
Zugabe von 16 \il H 2 O dcst 

16 |il keine Losung, optisch „Aufsaugen" der Feuchtigkeit 

von 66 [\\ - 1,5 ml kein vollstandiges Losen der Substanz zu beobachten 



Ile-Thia*Tartrat 
Einvvaage 17,3 mg 

entspricht 0,049 mmol (352,41 g/mol) 
Zugabe von 100 |xl H 2 O tlC5t 
100 \\\ vollstandiges Losen 
17,3 % 



IleJTualPhQS 
Einwaage 15,5 mg 

entspricht 0,051 mmol (300,32 g/mol) 
Zugabe von 100 ^1 H 2 O dcs1 
100 \\l Anlosen ist zu beobachten 
sukzessive Zugabe von 100 |il H 2 0 
bei 400 \i\ vollstandiges Losen 
3,87 % 



Ile-Thia*HCl 
Einwaage 16,1 mg 

entspricht 0,067 mmol (238,77 g/mol) 
Zugabe von 100 |il H 2 O dC! . ( 
bei 100 \x\ vollstandiges Losen 
16,1 % 
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Allgemeine Synthase IIe-Thia*SaIz 

Die Boc-geschuzte Aminosaure Boc-Ile-OH wird in Essigsiiureethylester vorgelegt der An- 
satz wird auf ca. -5 °C gekiihlt. N-Methylmorpholin wird zugetropft, Pivahnsaurechlond 
(Labor) bzw. Neohexanoylchlorid (Technikum) wird imter Temperaturkonstanz zugetropft. 
Die Reaktion wird fur wenige Minuten zur Aktivierung geriihrt. N-Methylmorphohn (Labor) 
und Thiazolidinhydrochlorid (Ubor) werde nacheinander zugetropft, Thiazohdm (Techni- 
kum) wird zugegeben. Die Aufarbeitung im Labor erfolgt klassisch mit Salzlosungen, im 
Technikum wird der Ansatz mit NaOH- und CH.,COOH-L6sungen gereimgt. 
Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wird durch HC1 / Dioxan (Labor) bzw. H 2 S0 4 (Tech- 
nikum) erzielt. 

Im Labor wird das Hydrochlorid aus EtOH / Ether kristalhsiert. 

Im Technikum wird das freie Amin durch Zugabe von NaOH / NH 3 dargestelU. Fumarsaure 
wird in heiBen Ethanol gelost, das freie Amin wird zugetropft, es fallt (Ile-Thia) 2 -Fumarat (M 
= 520,71 gmol'). 



Die Analytik von Isomeren bzw. Enantiomeren erfolgt durch Elektrophorese. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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Patentansprliche 

1. Dipeptidverbindung, die aus einer Aminosaure und einer 
Thiazolidin- oder Pyrrolidingruppe gebildet wird, und de- 
ren Salze. 

2. Dipeptidverbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, da/} die Aminosaure aus einer naturlichen Aminosaure 
ausgewahlt wird. 

3. Dipeptidverbindung nach einem der vorstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , dafl sie bei einer Konzentration 
von 10 eine Aktivitatsminderung von Dipeptidylpeptidase 
IV bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitaten von mindestens 10 
% bewirkt. 

4. Dipeptidverbindung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, dai3 sie eine Aktivitatsminderung von mindestens 40 % 
bewirkt . 

5. Dipeptidverbindung nach einem der vorstehenden Anspriiche , 
dadurch gekennzeichnet, da/3 die Aminosaure aus Leucin, Va- 
lin r Glutamin, Prolin, Isoleucin, Asparagin und Aspara- 
ginsaure ausgewahlt wird. 

6. Dipeptidverbindung nach einem der vorstehenden Anspriiche, 
namlich L-threo-Isoleucyl Pyrrolidid, L-allo-lsoleucyl 
Thiazolidid, 1-allo-Isoleucyl Pyrrolidid und deren Salze. 

7. Dipeptidverbindung nach einem der vorstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 die Salze organische Salze wie 
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Acetate, Succinate, Tartrate oder Fumarate oder anorgani- 
sche Saurereste wie Phosphate oder Sulfate sind. 

8. Salze von Dipeptidverbindungen nach einero der vorstehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet , daJ3 sie in einem mola- 
ren Verhaltnis von Dipeptidverbindung zu Salz von 1 : 1 
oder 2 : 1 vorliegen. 

9. Salze von Dipeptidverbindungen nach einem der vorstehenden 
Anspruche, namlich Fumarsalze. 

10. Salze von Dipeptidverbindungen nach Anspruch 9, namlich 
Fumarsalze von L-threo-lsoleucyl Thiazolidid oder Fumar- 
salze von L-allo-Isoleucyl Thiazolidid. 

11. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, 
dafi sie mindestens eine verbindung oder deren Salze nach 
einem der vorstehenden Anspruche gegebenenf alls in Kombi- 
nation mit einem oder mehreren pharmazeutisch akzeptablen 
Tragern und/oder Losungsmitteln enthalt. 

12. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet, dali es sich um einen Trager fur parentera- 
le oder enterale Formulierungen handelt. 

13. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie in einer Formulierung zur oralen 
Verabreichung vorliegt. 

14. pharmazeutische zusammensetzung nach einem der Anspruche 
11 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dafl sie zusatzlich ei- 
nen hypoglykamisch wirkenden Wirkstoff enthalt. 
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15. Verwendung von mindestens einer Verbindung oder pharmazeu- 
tischen Zusammensetzung nach einem der vorstehenden An- 
spriiche zur Herstellung eines Medikaments zur Aktivitats- 
minderung von Dipeptidylpeptidase IV bzw. von Dipeptidyl- 
peptidase IV analogen Enzymaktivitaten. 

16. Verwendung von mindestens einer Verbindung oder Zusammen- 
setzung nach einem der Ansprliche 1 bis 14 zur Herstellung 
eines Medikaments zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter 
die fur Hyperglykamie charakteristische Glukosekonzentra- 
tion im Serum eines Saugers. 

17. Verwendung von mindestens einer Verbindung oder Zusammen- 
setzung nach einem der Ansprliche 1 bis 14 zur Herstellung 
eines Medikaments zur oralen Behandlung von mit Diabetes 
mellitus im Zusammenhang stehenden Stof fwechselerkrankun- 
gen. 

18. Verwendung von mindestens einer Verbindung oder Zusammen- 
setzung nach einem der Ansprliche 1 bis 14 zur Herstellung 
eines Medikaments zur Behandlung von beeintrachtigter Glu- 
kosetoleranz, Glukosurie, Hyperlipidamie, metabolischen 
Azidosen, Diabetes mellitus, diabetischer Neuropathie und 
Nephropathie sowie von durch Diabetes mellitus verursach- 
ten Folgeerkrankungen von Saugern. 
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Kapillarzonenelektrophorese (CE) -Trennung der Isomere des Iso.eucyl Thiazolidids 
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Abb. 1: CE-Trennung von einer 1:1:1:1 - Mischung von Mhreo-Ile-Thia^Fum, L-allo-Ile- 
Thia*Fum, D-threo-Ile-Thia*Fum, D-allo-lle-Thia Fum 
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Methode und MeBbedingung en: 

CE-Untersuchungen erfolgten am „P/ACE™ System MDQ" der Firma Beckman: 



Substanz 


CE(min) 


L-threo-IT*F 


160 


D-threo-IT*F 


158 


L-aIlo-IT*F 


154 


D-allo-IT*F 


150 



Laufbedingungen: 



Puffer: 

Kapillare: 

Spannung: 

Detektion: 

Temperatur: 



20 mM Phosphat, pH 7,0, 100 mM p-Hydroxy-propyl-cyclodextrin 
50 / 60,2 cm, 25 \im Innendurchmesser, beschichtet mit Acrylamid 
10 kV 

Photo-Dioden-Array-Detektor bei 214 nm 
7°C 



CE-Trennung von IIe-Thia*Fumarat 




110 120 130 140 150 160 

Zeit (Min.) 



Abb. 2: CE-Trennung von einer 1:1000 Mischung L-threo-Ile-Thia*Fumarat zu D-allo-IIe- 
Thia*Fumarat 
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Abb. 3: Serum DP IV-Aktivitat nach oraler Applikation verschiedener H-Ile-Thia Stereoiso- 
mere (5 j.iM/300 g Ratte). Beeinflussung der Enzymaktivitat erflolgt nur durch L- 
allo-Ile-Thia und L-threo-Ile-Thia. 

Abb. 4: Wirkung verschiedener Aminoacyl-Thiazolidide auf die Glukosetoleranz der Ratte 
(Oraler Glukosetoieranztest mit 2g/300g Wistarratte zum Zeitpunkt 0, Gabe der DP 
IV-Inhibitoren 10 min vor oraler Glukosestimulierung) 



Wirkung auf die Blutglukose (0-120 min) 




Kontrolle Leu-Thia Val-Thia lle-Thia 
DP IV- inhibitor (S^M/SOOg) 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intema-onal Application No 

PCT/EP 99/03712 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C07D277/04 A61K31/425 C07D295/18 C07D417/12 



According to Internationa} Patent Classification (IPC) or to both nalional classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHEO 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C07D A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 


WO 97 40832 A (HANS KNOLL INSTITUT FUR 


1-18 




NATURSTOFF-FORSCHUNG ) 




6 November 1997 (1997-11-06) 






cited in the application 






claims; examples 2,3 




X 


WO 95 15309 A (FERRING BV ) 


1-18 




8 June 1995 (1995-06-08) 




claims 






-/- 





m 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



ID 



Patent family 



* Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E* earlier document but published on or after the international 
filing date 

V document which may throw doubts on priority claim(8) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

TO" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

*Y a document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

3 September 1999 


Date of mailing of the International search report 

17/09/1999 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 581 8 Patentiaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70)340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3018 


Authorized officer 

Henry, J 



page 1 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Interzonal Application No 

PCT/EP 99/03712 



C(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • Citation of document, with indication .where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 115, no. 15, 
14 October 1991 (1991-10-14) 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 149947q, 
SCHOEN EKKEHARD ET AL: "Dipeptidyl 
peptidase IV in the immune system. Effects 
of specific enzyme inhibitors on activity 
of dipeptidyl peptidase IV and 
proliferation of human lymphocytes" 
page 37; 
XP002114197 
abstract 
& BIOL. CHEM. HOPPE-SEYLER, 
vol. 372, no. 5, 1991, pages 305-311, 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9217 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B05, AN 92-132891 

XP002041622 

& 0D 296 075 A (LUTHER-UNIV. HALLE), 
21 November 1991 (1991-11-21) 
cited in the application 
abstract 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 126, no. 2, 
13 January 1997 (1997-01-13) 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 16161 j, 
ST0ECKEL A. ET AL: "Competitive 
inhibition of proline specific enzymes by 
amino acid thioxopyrrolidides and 
thiazolidides" 
page 241; 
XP0021 14198 
abstract 

& PEPT: CHEM., STRUCT. BIOL., PR0C. AM. 
PEPT.SYMP., 

no. 14, 1995, pages 709-710, 



1-18 



1-18 



1-18 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol . 118, no. 
21 June 1993 (1993-06-21) 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 255342k, 
page 933; 
XP002114199 
abstract 

& JP 04 334357 A (FUJEREBI0 INC) 
20 November 1992 (1992-11-20) 



25, 



1-18 



-A 



Form PCTVISA/210 (coMinuatioo o* second sharf) (July 1992) 



page 2 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT | — 1 

lntnrn>> Anfll Ann Irntlrtn Kirs 

PCT/EP 99/03712 


C(Contlnuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category • 


Citation of document, with Indication.where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 


HEIHACHIRO ET AL: "Synthesis of prolyl 
endopeptidase inhibitors and evaluation of 
their structure-activi ty relationships : 
in vitro inhibition of prolyl 
endopeptidase" 

CHEMICAL AND PHARMACEUTICAL BULLETIN., 
vol. 41, no. 9, 1993, pages 1583-1588, 
XP002114196 

PHARMACEUTICAL SOCIETY OF JAPAN. TOKYO. , 
JP 

ISSN: 0009-2363 
the whole document 


1-8 



Form PCT/I3A7210 (continuation oi second aheet) (July 1992) 



page 3 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ormatlon on patent family members 



lntern a -jnal Application No 

PCT/EP 99/03712 



Patent document 


Publication 




Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 




member(s) 


date 


WO 9740832 A 


06-11-1997 


0E 


19616486 A 


30-10-1997 




All 


3023397 A 


19-11-1997 






CN 


1216468 A 


12-05-1999 






EP 


0896538 A 


17-02-1999 



W0 9515309 A 08-06-1995 



AU 


1113395 A 


19-06-1995 


AU 


8421998 A 


12-11-1998 


CA 


2178066 A 


08-06-1995 


CN 


1141033 A 


22-01-1997 


CZ 


9601595 A 


15-01-1997 


EP 


0731789 A 


18-09-1996 


FI 


962315 A 


05-08-1996 


HU 


76274 A 


28-07-1997 


JP 


9509921 T 


07-10-1997 


NO 


962269 A 


30-07-1996 


PL 


314838 A 


30-09-1996 


ZA 


9409525 A 


02-08-1995 



DD 296075 


A 


21-11-1991 


NONE 


JP 4334357 


A 


20-11-1992 


NONE 



Fotm PCT/ISA/210 (patent tamly annex) (July 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



lntemn.,onales Aktenzelchen 

PCT/EP 99/03712 



A. K1.ASS1FIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C07D277/04 A61K31/425 C07D295/18 C07D417/12 



Nach der Internationalen Patent klassifikatlon (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestpriifstoff (Kiassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C07D A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoft gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchienen Gebiele fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 97 40832 A (HANS KNOLL INSTITUT FUR 
NATURSTOFF-FORSCHUNG ) 
6. November 1997 (1997-11-06) 
in der Anmeldung erwahnt 
Anspriiche; Beispiele 2,3 

WO 95 15309 A (FERRING BV ) 
8. Juni 1995 (1995-06-08) 
Anspriiche 

-/- 



1-18 



1-18 



m 



X Weitere Veroffentfichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
1 entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



• Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Veroffentlichung, die den alfgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht ais besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" eJteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentficht worden ist 

V Veroffentlichung. die geaignet ist. einen Prioritatsanapruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Verdrfentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belagt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefiihrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

t sine Benutzung. eine Ausstetag oder andere MaBnahmen bezieht 
P Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum. aber nach 



T Spatere Veroffentlichung. die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verofientiicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
ErTmdung zugrundeliegendan Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theone angegeben ist 
'X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beansprucnte Erfindung 
kann altein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinde rise her Tatigkeit bemhend betrachtet werden 
*Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; cfie beansprucnte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
(£83e Verbindung fur einen Fachmann nahettegend ist 
Veroffentlichung. die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationaJen Recherche 

3. September 1999 


Abaendedatum des internationalen Recherchenberichts 

17/09/1999 


Name und Postanschrift der Internalionaien Recherchenbehorde 
EuropaJsches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HV Rjjswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Henry, J 



Seite 1 von 3 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



lntern6«ionales AWenzelchen 

PCT/EP 99/03712 



C.(Fortseteung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie° I Bezeichnung der Verofferrtlichjng, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 115, no. 15, 
14. Oktober 1991 (1991-10-14) 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 149947q, 
SCHOEN EKKEHARD ET AL: "Dipeptidyl 
peptidase IV in the immune system. Effects 
of specific enzyme inhibitors on activity 
of dipeptidyl peptidase IV and 
proliferation of human lymphocytes'* 
Seite 37; 
XP002114197 
Zusammenfassung 
& BIOL. CHEM. HOPPE-SEYLER, 
Bd. 372, Nr. 5, 1991, Seiten 305-311, 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9217 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B05, AN 92-132891 

XP002041622 

& DD 296 075 A (LUTHER-UNIV. HALLE), 
21. November 1991 (1991-11-21) 
in der Anmeldung erwahnt 
Zusammenfassung 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 126, no. 2, 
13. Oanuar 1997 (1997-01-13) 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 16161 j, 
STOECKEL A. ET AL: "Competitive 
inhibition of proline specific enzymes by 
amino acid thioxopyrrolidides and 
thiazolidides" 
Seite 241; 
XP002114198 
Zusammenfassung 
& PEPT : CHEM . , STRUCT . BIOL . , PROC . AM . 
PEPT.SYMP., 

Nr. 14, 1995, Seiten 709-710, 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 118, no. 25, 
21. Juni 1993 (1993-06-21) 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 255342k, 
Seite 933; 
XP002114199 
Zusammenfassung 

& JP 04 334357 A (FUJEREBIO INC) 
20. November 1992 (1992-11-20) 

-/- 



1-18 



1-18 



1-18 



1-18 



Foimbtatt PCTJlSA/210 (Fortuttung <n Btan 2) (Jul! 1992) 



Seite 2 von 3 



INTERNATIONALE R RECHERCHENBERICHT 



IMeriutuonales Aktenzeiehen 

PCT/EP 99/03712 



C.(Fortsetzung) ALS WESEMTLICH ANGE5EHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Verottentllchung, 9oweit erfordertich unier Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



HEIHACHIRO ET AL: "Synthesis of prolyl 
endopeptidase inhibitors and evaluation 
their structure-activity relationships : 
in vitro inhibition of prolyl 
endopeptidase" 

CHEMICAL AND PHARMACEUTICAL BULLETIN. , 
Bd. 41, Nr. 9, 1993, Seiten 1583-1588, 
XP002114196 

PHARMACEUTICAL SOCIETY OF JAPAN. TOKYO. . 
JP 

ISSN: 0009-2363 
das ganze Dokument 



of 



1-8 



Foimbtatt PCT/lSA/210 (Fortuttung von Bho 2) (Jul! 1992) 



Seite 3 von 3 



INTERNAHONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffentlichun die zur selben PatentfamiUe gehdren 



Intemawnales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/03712 



lm Recherchenbericht 


Datum der 


Mitglied{er) der 


Datum der ! 


angefuhrtes Patentdokument 


Veroffentlichung 


PatentfamiHe 


VeroffentSchung j 


WO 9740832 A 


06-11-1997 


DE 19616486 A 


30-10-1997 






AU 3023397 A 


19-11-1997 






CN 1216468 A 


12-05-1999 






EP 0896538 A 


17-02-1999 



W0 9515309 



08-06-1995 



AU 


1113395 


A 


19-06-1995 


AU 


8421998 


A 


12-11-1998 


CA 


2178066 


A 


08-06-1995 


CN 


1141033 


A 


22-01-1997 


cz 


9601595 


A 


15-01-1997 


EP 


0731789 


A 


18-09-1996 


FI 


962315 


A 


05-08-1996 


HU 


76274 


A 


28-07-1997 


JP 


9509921 


T 


07-10-1997 


NO 


962269 


A 


30-07-1996 


PL 


314838 


A 


30-09-1996 


ZA 


9409525 


A 


02-08-1995 



DD 


296075 


A 


21-11-1991 


KEINE 


JP 


4334357 


A 


20-11-1992 


KEINE 



Focmbtatt PCT/1SA/210 (Anhang Pst«nttamOie)(JuB 1892) 



